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The invention concerns a process for the immunological deterauiuuioc of a specific antibody in a fluid sample. The process inv Ives 
incubating the fluid sample in the presence of a solid phase with two antigens directed against the antibody whose presence is to be 
detenuned; the first antigen carries at least one marker group, while the second is either (a) bonded to the solid phase or (b) present in 
a form m which it can bond with the solid phase, and betrays the presence of the antibody being sought by showing the presence of the 
marker group in the solid phase and/or in the fluid phase. Toe proposed process is characterised bythefaathatatleastoneofthetwo 
antigens has several epttoptc regions which react with the antibody to be determined. 

Die Erfindung betrifft em Verfahren snr immrocJogiscfaen Besttmmung eines apezifischen Antikoxpers in einer Probeflussigkeit, wobei 
man die Probeflussigkeit in Gegenwart einer Festphase rait zwei gcgen des xu h^tHfr^ytm An&korper gerichteten Antigenen mkutnert, 
wobo das erste Antigen rnrnriratem eine Markierungigruppe trflgt und das zweite Antigen (a) an die Festphase gebunden iat Oder (b) in 
einer an die Festphase bmderlhigen Form vorliegt, und den zu bestinunenden Antikorper durch Bestimmung der Marlderungsgruppe in 
der Festphase oder/und in der flOsaigen Phase nachweist, welches dadurcfa geJcennzeicfanet ist, dafl eines der beiden Antigene 

mehrere Epitopbereiche umfaflt, die mit dem ru rjestunnienden Antikorper reagieren. 
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Bestimmung von spezif ischem Imnrunglobulin unter Verwendung 

multipler Antigene 

BESCHREIBUNG 

Die vorliegende Erf indung betrif f t ein Verf ahren zur Bestimmung ^ t 
von spezif ischem Imnrunglobulin unter Verwendung von Antigenen, 
die mehrere Epitopbereiche umfasaen. 

Der Nachweis von Iraownglobulinen in Kfirperf liissigkei t en , ins- 
besondere in H uman seren, wird zur Diagnostik von Inf ektionen 
mit Mikroorganismen, i nabesondere Viren, wie etwa HIV, Hepati- 
tis -Viren, etc. verwendet. Das Vorhandensein von spezif ischen 
Imnunglobulinen in der untersuchten Probe wird Oblicherweise 
durch Reaktion mit einem oder mehreren Antigenen, die mit den 
spezif ischen Iimnunglobulinen reagieren, nachgewiesen. Verf ahren 
zur Bestimmung von spezif ischen Imnunglobulinen in der Probe - 
flflssigkeit m&ssen sensitiv, zuverlSseig, einfach und schnell 
sein. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweissysteme auf 
Basis nicht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt, bei 
denen das Vorhandensein eines Analyten , z.B. eines spezif ischen 
Antik6rpers, in der untersuchten Probe mit Hilfe optischer 
(z.B. Lumineszenz oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall- 
prfizipitierender Detektionssysteme bestimmt werden konnte. 

EP-A-0 307 149 offenbart einen Iranruntest fQr einen Antikfirp r, 
bei dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet 
werden, von denen eines an einer festen Phase immobilisiert 
ist, und das andere eine Markierungsgruppe trigt, wobei beide 
rekombinanten Antigene in unterschiedlichen Organismen ex- 
primiert werden, um die Spezif it&t des Nachweises zu erh&hen. 

EP-A-0 366 573 offenbart in Verf ahren zum Nachweis von 
Antikfirpern in einer Probe, bei dem ein Antik6rper durch 
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Reaktion mit einem gereinigten, markierten Antigen ~unci dem 
gleichen gereinigten Antigen in einer Festphasen-gebundenen 
Form nachgewiesen wird. Als Antigen wird beispielsweise humane s 
IgG of f enbart . 

EP-A-0 3B6 713 beschreibt ein Verfahren zura Nachweis von 
AntikSrpern gegen HIV unter Verwendung von zwei f eaten TrAgern, 
wobei an beide f est en Tr&ger verschiedene HIV-Antigene iramobi- 
lisiert werden, die jeweils mit einem Aliquot einer Probe und 
einem markierten HIV -Antigen in Kontakt gebracht werden, wobei 
das Vorhandenaein von Antikfirpern durch eine positive Reaktion 
in mindestens einem der Tests nachgewiesen wird, Als HIV- 
Antigene werden rekombinant hergeetellte Polypeptide of f enbart . 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur DurchfOhrung eines 
imnrunologischen Tests fiir ein spezifisches Immunglobulin, bei 
dem eine Probe mit zwei zur Bindung des Immunglobulins f ihigen 
Antigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen 
eine zur Bindung an einen festen Tr&ger geeignete Grupp trigt, 
und das zweite Antigen eine Markierungsgruppe tr&gt. Die 
Markierungsgruppe kann eine direkte Markierungsgruppe sein, 
z.B. ein Enzym, ein Chromogen, ein Metallteilchen, oder auch 
eine indirekte Markierungsgruppe, d.h. die am Antigen ange- 
brachte Markierungsgruppe kann mit einem Rezeptor ffir die 
Markierungsgruppe, der wiederum eine signal erzeugende Gruppe 
tr&gt, reagieren. Als Beispiel fOr eine solche indirekte 
Markierungsgruppe wird ein Fluoresceinderivat genannt, dessen 
Rezeptor ein Antikfirper ist r der wiederum mit einem Enzym 
gekoppelt ist. Als Antigene werden Polypeptide, wie etwa das 
Hepatitis B-Oberf l&chenantigen off enbart. In dieses Antigen 
werden durch Derivatisierung SH-Gruppen eingeffchrt, mit denen 
das Fluorescein gekoppelt wird. 

EP-A-0 507 587 off nbart ein spezifisch zum Nachw is von IgM 
Antik6rpem ge ignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einem 
markierten Antigen, das gegen den nachzuweis nden Antik6rper 
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gerichtet ist, und einem zweiten Antik6rper, der ebenfalls 
gegen den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine 
Festphase bindefahig ist, inkubiert wird. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen 
Nachweisverfahren nach dem Briickentestkonzept , bei denen $in 
markiertes Antigen und ein an eine Festphase bindef&higes 
Antigen verwendet wird r weisen jedoch noch erhebliche SchwSchen 
auf. Insbesondere findet man eine geringe Sensitivitit , wenn 
zwischen dem zu bestiramenden Antik6rper und dem Antigen eine 
relativ geringe Affinit&t vorliegt. Dies ist insbesondere bei 
einer erst seit kurzem erfolgten Serokonversion und/oder beim 
Auftreten neuer Subtypen des infektiSaen Mikroorganismus der 
Fall. Ein weiterer Nachteil der bisher bekannten Briickentest- 
konzepte besteht im Risiko einer falsch negativen Bewertung 
hochtitriger Proben aufgrund des Hook-Ef f ekts . 

Das der vorliegenden Erf indung zugrundeliegende Problem war 
somit die Bereitstellung eines Verf ahrens zum Nachweis spezif i- 
scher Antik6rper, bei dem die Nachteile des Standee der Technik 
mindestens teilweise beseitigt sind, und das insbesondere bei 
erst seit kurzem erfolgten Serokonversionen und neuen Mikroor- 
ganismen-Subtypen eine ausreichende Sensitivit&t besitzt. 
Weiterhin soil durch das erf indungsgem&Se - Verf ahren eine 
Verringerung des Hook-Ef f ekts erreicht werden. 

Dieses Problem wird gel&st durch ein Verf ahren zur immunologi- 
schen Bestimraung eines spezifischen Antikdrpers in einer 
Probeflfcssigkeit, wobei die Probef liissigkeit in Gegenwart einer 
Festphase mit zwei gegen den zu bestimmenden Antik6rper 
gerichteten Antigenen inkubiert, wobei das erste Antigen 
mindestens eine Markierungsgruppe trfigt und das zweite Antigen 
(a) an die Festphase gebunden ist Oder (b) in einer an die 
Festphase bindef cLhigen Form vorli gt, und den zu bestimmenden 
Antik&rper durch Bestimmung der Markierungsgruppe in der 
Festphase oder/und in der flvissigen Phase nachweis t, dadurch 
g kennzeichnet, dafi mindestens eines der beiden Antigene 
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mehrefe Epitopbereiche umfaSt, die mit dem zu bestimmenden 
AntikSrper reagieren.- 

Uberraschenderweise wurde f estgestellt, dafi in Brfickentest- 
Iramunoaesays unter Verwendung von mindestens einetn multimeren 
Antigen, d.h. einem Antigen mit raultiplen Epitopbereiche, die 
Sensitivitftt des Tests insbesondere gegenOber Serw 'mit 
Antikfirpern verbessert wird, die gegenilber dem verwendeten 
Antigen eine geringe Affinitftt besitzen. Weiterhin fiihrt das 
erf indungsgera&Se Verf ahren zu einer deutlichen Verringerung des 
Risikos £alsch negativer Bewertungen von hochtitrigen Proben 
infplge des Hook -Ef fekts . Die Op.timierung der MigraprAflMBOita- 
tion ilber die Erh6hung der Epitopdichte im Briickentestkonzept 
fiihrt generell zu einer Verbesserung der Reaktivitit mit 
spezif ischen Immunglobulinen in polyklonalen Seren, wie sie in 
einer Probef Iflssigkeit, wie z.B. Serum, vorliegen. Ein weiterer 
Vorteil des erf indungsgem&Een Verfahrens besteht darin, dafi 
multimere Ant i gene gegenilber monomeren Antigenen eine deutlich 
verbesserte StabilitSt aufweisen kfinnen. 

Bei einem Verf ahren zur immunologischen Bestiimnung eines 
spezifischen Antikdrpers nach dem Briickentestkonzept werden 
zwei Antigene verwendet. In einer ersten bevorzugten Aus- 
filhrungsform des erf indungsgem&fien Verfahrens verwendet man als 
markiertes Antigen ein multimeres Antigen und als festphasen- 
seitiges Antigen ein monomeres Antigen. In einer zweiten 
Ausfflhrungsform des erf indungsgem&fcen Verfahrens kann man als 
festphasenseitiges Antigen ein multimeres Antigen und als 
markiertes Antigen ein monomeres Antigen verwenden. In ein r 
dritten bevorzugten Ausfflhrungsform kann man als markiertes 
Antigen und als festphasenseitiges Antigen jeweils multimere 
Antigene verwenden. 

Die multimeren Antigene enthalten multiple Epitopbereich , d.h. 
immunologisch mit dem zu bestimmenden Antikdrper reagierende 
Strukturen, vorzugsweise Peptid- oder Polypeptids quenzen. Die 
Epitopbereiche sind vorzugsweise ilber immunologisch inaktive 
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Ber ?^ ch ®'r Z -- B - uber Spacerbereiche, miteinander verknupft.. 
Vorzugsweise verwendet man multimere Antigene, die mehrere 
gleiche Epitopbereiche umfassen. 

Die erf indungsgema&en multimeren Antigene enthalten vorzugs- 
weise von mehr als 1 bis 80 itmnunologisch reaktive Epitopberei- 
che, besonders bevorzugt von mehr als l bis 40 Epitopbereich . 
Die Epitopbereiche konnen an einen hochmolekularen Trager 
gekoppelt sein oder direkt bzw. uber Spacerbereiche miteinander 
verknupft sein. 

Die Epitopbereiche sind vorzugsweise inminoiogisch reaktive 
synthetische Pep t idaequen z en mit einer LSnge von 6 bis 50 
Aminosauren oder rekombinante Polypeptidsequenzen mit einer 
Linge von vorzugsweise bis zu 1000 Aminosauren. Synthetische 
Peptidepitope enthalten neben dem eigentlichen Epitopbereich 
vorzugsweise noch einen Spacerbereich, der beispielsweise zur 
Kopplung mit anderen Epitopen oder einem Tiger oder/und zur 
Kopplung von Markierungs- bzw. Festphasenbindegruppen di nen 
kann. 

Der Spacerbereich ist vorzugsweise eine imraunologisch inaktiv 
Peptidsequenz mit einer L&nge von 1 bis 10 Aminosauren. Die 
AminosSuren des Spacerbereichs werden vorzugsweise ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus Glycin, £-Alanin, -y-Aminobutt er- 
asure, e-Aminocaprons&ure, Lysin und Verbindungen der Struktur- 
fonnel NHj [ (CH a ) n 0] x -CH 2 -CH a -COOH, worin n 2 oder 3 ist und x 1 
bis 10 ist, 

Der Spacerbereich ist vorzugsweise eine kontinuierliche Abf olge 
von Aminosauren am Aminoterminus oder/und Carboxyterminus des 
Epitopbereichs . 

Bei einem Immunoassay nach dem Brflckentestkonzept wird ein 
erstes markiertes Antigen verwendet. FOr das erf indungsgem&Se 
Verfahren konnen alle bekannten Markierungsgruppen verwendet 
werden , z.B. radioaktive und nicht-radioaktiv Markierungs- 
gruppen. Die bevorzugten nicht-radioaktiven Markierungsgruppen 
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k6nnen direkt oder/und indirekt nachw isbar sein. Bei einer: 
direkt nachweisbaren Markierung ist die ein nachweisbares 
MeSsignal erzeugende Gruppe direkt auf dem Antigen lokalisiert. 
Beispiele fur solche direkt signalerzeugenden Gruppen sind 
Chromogene (f luoreszierende oder lumineszierende Gruppen, 
Parbstoffe) , Enzyme, NMR-aktive Gruppen oder Metallpartik 1, 
die auf bekannte Weise an ein Peptid- oder Polypeptidantigen 
gekoppelt sind. Vorzugsweise ist die direkt nachweisbare 
Markierungs gruppe ein durch Fluoreszenz oder Elektrochemolumi- 
neszenz nachweisbares Metallchelat, besonders bevorzugt 
Ruthenium- , Rhenium,- Iridium- oder Osmiumchelat, insbesond re 
ein Ruthen iumchela t , z . B . ein Ru theni um- ( bis -p yridy l ) 3 a *-chelat . 
Wei t ere geeignete Metallchelat -Markierungcgruppen sind b i- 
spielsweise in EP-A-0 580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 und WO 
92/14138 beschrieben. Auf diese Dokumente wird hiermit Bezug 
genocnmen. 

Sine andere Art der Markierung, die sich fttr die erfindungs- 
gem&fien Antigene eignet, ist die indirekt nachweisbare Marki - 
rung. Bei dieser Art der Markierung ist das Antigen mit einer 
indirekt nachweisbaren Gruppe gekoppelt, z.B. einer Biotin- 
oder Haptengruppe, die wiederum durch Reaktion mit einem 
geeigneten Bindepartner (Streptavidin, Avidin, bzw. Anti- 
Hapten-Antik6rper) , der wiederum eine signalerzeugend Gruppe 
trfigt, nachweisbar ist. Vorzugsweise wird als indirekte 
Markierungsgruppe als Hapten ein organisches Molekul mit einem 
Molekulargewicht von 100 bis 2000, vorzugsweise von 150 bis 
1000 verwendet. 

Die Haptene sind mit einem spezifischen Rezeptor fOr das 
jeweilige Hapten bindefShig. Beispiele fiir Rezept ren sind 
Antik6rper, Antik6rperfragmente, die gegen das Hapten gerichtet 
sind, oder ein anderer spezifischer Bindepartner fiir das 
Hapten, z.B. Streptavidin oder Avidin, wenn das Hapten Bi tin 
ist. Vorzugsweise wird das Hapten ausgew&hlt aus der Gruppe 
bestehend aus Sterinen, Gallensauren, Sexualhormonen , C rticoi- 
den , Cardenoliden , Cardenolid-Glycosiden , Buf adienoliden , 
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Steroid- Sapogeninen und St roidalkaloiden. Besonders bevqrzugt 
wird das Hapten ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Cardenoliden und Cardenolid-Glycosiden. Vertreter dieser 
Stof fklassen sind Digoxigenin, Digitoxigenin, Gitoxigenin, 
Strophantidin, Digoxin, Digit oxin, Ditoxin und Strophantin, 
wobei Digoxigenin und Digoxin besonders bevorzugt sind. Ein 
anderes geeignetes Hapten ist beiepielsweise Fluorescein oder 
ein geeignetes Fluoresceinderivat . 

Der Rezeptor far das Hapten ist mit einer signaler zeugenden 
Gruppe r vorzugswei^e , einem Enzym, wie etwa Peroxidase, alka- 
lische Phosphatase , S-Galactosidsse, Urease oder Q^S-Repiikaae, 
gekoppelt. Die signalerzeugende Gruppe kann jedoch auch eine 
chromogene, radioaktive oder NMR-aktive Gruppe oder ein 
Metallpartikel (z.B. Gold) sein. Die Kopplung des Haptens mit 
dem Antigen kann beiepielsweise dadurch erfolgen, da£ das 
Hapten in Form eines Aktivesterderivats an den Aminoterminus 
oder /und an freie Aminoseitengruppen des Peptid- oder Polypep- 
tidahtigens gekoppelt wird. 

Der Begriff B Aktivester M im Sinne der vorliegenden Erfindung 
urafafit aktivierte Estergruppen, die mit f reien Aminogruppen von 
Peptiden unter solchen Bedingungen reagieren k6nhen r dafi keine 
st&renden Nebenreaktionen mit anderen reaktiven Gruppen des 
Peptids auftreten kdnnen. Vorzugsweise wird als Aktivesterderi- 
, vat ein N-Hydroxysuccinimidester verwendet . Beispiele fftr 
geeignete Hapten-Aktivesterderivate sind Digoxin-4' ' ' -hemiglu- 
tarat-N-hydroxysuccinimidester, Digoxigenin- 3- carboxymethyl - 
ether-N-hydroxysuccinimidester, Digoxigenin - 3 - 0 - methyl c arbony 1 - 
€ -aminocaprons&ure-N-hydroxysucciniraidester , Digoxigenin-3 - 
hemisuccinat-N-hydroxysuccinimidester, Digitoxin-4' ' ' -hemiglu- 
tarat-N-hydroxysuccinimidester und Digitoxigenin-3-hemisucci- 
nat-N-hydroxysuccinimidester. Diese Haptenderivate sind von der 
Fa. Boehringer Mannheim GmbH (Mannh im, BRD) kommerziell 
erhaitlich. Neben den N-Hydroxysuccinimidestem k&nnen auch 
analoge p-Nitrophenyl-, Pentafluorph nyi-, Imidazolyl- oder N- 
Hydroxybenzotriazolylester verwendet werden. 
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- Neben dem erst en markierten Antigen wird bei dem erfindungs- 
gemafien Verfahren auch ein zweites Antigen verwendet, das an 
eine Festphase gebunden ist oder in einer an eine Fest phase 
bindef&higen Form vorliegt, und ebenfalls ein multimer s 
Antigen sein kann. Die Bindung zwischen dem f estphasenseitigen 
Antigen und der Festphase kann kovalent oder adsorptiv s in und 
direkt, Ober chemische Linkergruppen oder uber eine spezifische 
Wechselwirkung, z.B. Biotin - Streptavidin/Avidin, Antigen - 
Antik6rper, Kohlenhydrat - Lectin, erfolgen. Vorzugsweis ist 
das festphasenseitige Antigen ein biotinyliertes Antigen und 
die Festphase - entsprechend mit Streptavidin oder Avidin 
beschichte t . Die Kopplung yon B io t ingruppen mit dem Antigen 
kann auf bekannte Weise, z.B. durch die Einfuhrung von Biotin- 
Aktivesterderivaten erfolgen. Derartige Methoden sind d m 
Fachmann bekannt. 

Die Anzahl von Markierungs- oder Festphasenbindegruppen auf d m 
multimeren Antigen 1st variabel, d.h. es kftnnen eine oder 
mehrere Gruppen vorhanden sein. In manchen Ausfiihrungsformen 
des erfindungsgem&Sen Verfahrens ist es bevorzugt, wenn 
mindestens 3, und besonders bevorzugt 3 bis 20 Markierungs - 
oder Festphasenbindegruppen vorhanden sind. Auf diese Weise 
kann eine uberraschend hohe Sensitivit&tsverbesserung und eine 
signifikante Abnahme des Hook-Effekts (falsch negative Bewer- 
tung von stark posit iven Proben) erreicht werden. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dafi ein 
immunologischer Test zur Bestimmung eines spezif ischen Antikor- 
pers in einer Probef lissigkeit vorteilhaft ist, wenn mindestens 
eines der fur diesen Test verwendeten beiden Ant i gene ein 
multimeres Antigen ist, d.h. mehrere Epitopbereiche, vorzugs- 
weise mehrere gleiche Epitopbereiche umfaSt . Der Begrif f 
"Epitopbereich" im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet 
eine Struktur, vorzugsweise eine Peptid- oder Polypeptidse- 
guenz, die eine spezifische Reaktion mit dem zu bestimmenden 
AntikSrper zeigt . Zur Anordxrung mehrerer Epitopbereiche auf deir 
multiplen Antigen gibt es prinzipiell mehrere M&glichkeiten. 
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In einer ersten Ausfuhrungsf orm verwendet man als multimeres 
Antigen einen nicht mit dem zu bestimmenden Antikorper reagie- 
renden Tr§ger, an den die Epitopbereiche kovalent gekoppelt 
sind. Beispiele fur geeignete TrSger sind Peptide, Polypeptide 
oder synthetische Tr&ger, z.B. Dextrane, Goldpartikel , Den- 
driten etc. Beispiele fUr geeignete Polypeptide sind Albumine, 
z.B. Rinderserum- Albumin , unspezif ische Immunglobulin , 
Imraunglobulinfragmente , 8-Galactosidase, Poly ly sin und andere 
Proteine mit syimnetrischer Struktur. Bei der Verwendung des 
Tr&gers ist darauf zu achten, da£ er keine Kreuzreaktivit&t mit 
Antik6rpern in der Probef lussigkeit zeigt. 

Die Epitopbereiche sind vorzugsweise fiber einen bifunktionellen 
Linker an reaktive Gruppen des Trigers, z.B. NHj- Gruppen oder 
SH- Gruppen, gekoppelt. Vorzugsweise erfolgt die Kopplung uber 
NH 2 - Gruppen des TrSgers. 

In dieser Ausfxihrungs form der Erf indung verwendet mam vorzugs- 
weise ein Antigen der allgemeinen Formeln 

(P-) n T(-L) n (la) oder Tf-P-Lj* (lb) 

wobei T einen Tr&ger bedeutet, P Peptid- oder 
Polypeptidsquenzen bedeutet, die gleiche oder verschiedene , 
immunologisch reaktive Epitopbereiche enthalten und kovalent an 
den TrSger gekoppelt sind, und L Markierungsgruppen oder zur 
Bindung an eine Festphase f&hige Gruppen bedeutet, die kovalent 
an den Tr&ger bzw. an die Peptid- oder Polyp eptidsequenz en 
gekoppelt sind, n eine Zahl von gr6Ser l bis 40 ist und m eine 
Zahl von 1 bis 10 ist. Die Symbole n und m mussen keine ganzen 
Zahlen bedeuten, da die Belegung des Tr&gers mit Epitopgruppen 
oder mit Markierungs- bzw. Festphasenbindegruppen in einem 
Reaktionsansatz statistisch erfolgen kann. Vorzugsweise ist n 
gr6fier oder gleich 2. 

Die an den Tr&ger gekoppelten Peptid- oder Polypeptidseguenzen 
umf assen vorzugsweise synthetische Peptidsequenzen mit einer 
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L&nge von 6 bis 50 Aminosauren oder rekorabinante Polypeptidse- 
guenzen mit einer Lange von vorzugsweise bis zu 1000 Aminosau- 
ren. 

Synthetische Peptidsequenzen k6nnen gegebenenf alls neben dem 
eigentlichen Epitopbereich noch einen Spacerbereich wie oben 
def iniert enthalten, der beispielsweise zwischen Epit p und 
Tr&ger oder/und zwischen EJpitop und Markierungs- bzw. Fest- 
phuft^ffr" T*f3f%ij rup pe angeordnet sein kann. 

Die Peptid- oder Polypeptidepitope k6nnen fiber den N-Terminus, 
den c-Terminus ? oder fiber reaktive Gruppen in der S itenkette 
an den Trftger gekoppelt werden. Eine M6glichkeit der Kopplung 
besteht darin, die Tr&gemioleJcfile durch Reaktion mit bekannten 
Linker - Subs tanzen (z.B. Maleinimidofaexanaiure , Mai i nimi do- 
propionsAure, Maleinimidobenzoesaure) an einer NH 2 -Gruppe zu 
aktivieren und ein SH-aktiviertes Peptidderivat kovalent an den 
TrSger zu koppeln. Die Markierungs- oder Festphasenbindegruppen 
werden ublicherweise in Form von Aktivestern an das Tr&germole- 
kfil oder /und an die Epitopbereiche gekoppelt. Es sind aber auch 
andere Kopplungsmoglichkeiten z.B. fiber bifunktionelle Photo- 
linker , denkbar . 

Ffir die Synthese von multimeren Antigenen, welche die Epitope 
gekoppelt an einem inerten Tr&ger enthalten, werden die ent- 
sprechenden Peptide vorzugsweise mit einer reaktiven Mercapto- 
Funktion, z.B. durch Einffihren eines zus&tzlichen Cysteinrests 
hergestellt. Das Peptid kann dabei entweder N- terminal, C- 
tertainal oder auch beliebig in der Sequenz mit einem Linker 
modif iziert sein. Ffir die Umsetzung zum multimeren Antigen kanr 
beispielsweise ein Tr&ger, der primare Aminogruppen enth&lt, 
zuerst mit dem entsprechenden Aktivesterderivat der Markie- 
rungsgruppe und anschliefiend mit Maleinimidoalkylgrupper 
beladen werden. Dadurch werden die Aminogruppen der c-Amino- 
seitenkette von Lysinresten im TrSger teilweise mit dea 
Markierungsgruppe (z.B. Digoxigenin oder Bipyridylruthenium] 
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Oder der Festphasenbindegruppe (z.B. Biotin) markiert und zum 
anderen Teil in Maleinimidgxuppen umgewandelt. 

In einem weiteren Schritt wird dann das Peptid oder die 
Peptidmischung mit den gewunschten Epitopbereichen uber die 
reaktive Mercaptofunktion an den Maleinimid-modif izierten 
Trfiger gekoppelt; Wenn die Markierungsgruppe direkt au£ dem 
Peptid lokalisiert ist, erfolgt die Synthese des imiltimeren 
Antigens analog, nur wird jetzt ein entsprechend markiertes, 
SH-aktiviertes Peptid mit dem Trfiger umgesetzt. 

»*■ * 

In einer weiteren Aus f uhrungs form der Erf indung kann man ein 
multimeres Antigen verwenden, dafi mehrere direkt oder fiber 
Spacerbereiche miteinander kovalent gekoppelte Epitopbereiche 
umfafit. Vorzugsweise erfolgt die Verknupfung der Epitope minde- 
stens teilweise xlber trifunktionelle Linkermolekule, so daft das 
Antigen mindestens eine Verzweigungsstelle und vorzugsweise 1 
bis 7 Verzweigungsstellen umfafit. 

Vorzugsweise verwendet man in dieser Ausfilhrungsform ein 
Antigen der allgemeinen Formel II: 

P x {P 2 tP 3 (P 4 ) t ] a } r (ID 

wobei P 1 , P a , P 3 und P 4 Peptidsequenzen mit einer L&nge von bis 
zu 50 Aminos&uren bedeuten, wobei mindestens 2 Peptidsequenzen 
gleiche oder verschiedene innminologisch reaktive Epitopbereiche 
enthalten, r 1 oder 2 ist, s eine ganze Zahl von 0 bis 4 ist 
und t eine ganze Zahl von 0 bis 8 ist, wobei das Antigen 
mindestens eine Verzweigungsstelle und mindestens eine Markie- 
rungsgruppe oder eine zur Bindung an eine Festphase fShige 
Gruppe enth&lt. 

Das Antigen der Formel II bildet eine baumartige Struktur mit 
maximal 7 Verzweigungsstellen, wenn P 1 , P a , P 3 und P 4 lineare 
Peptidsequenzen sind, und enthSlt vorzugsweise zwei bis acht 
gleiche oder verschiedene, immunologisch reaktive Epitopberei- 
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che. Die Epitopbereiche sind vorzugsweise nicht direkt , sondern 
uber Spacerbereiche . miteinander verknupf t . Die Spacerbereiche 
sind vorzugsweise iramunologisch inaktive Peptidsequenzen mit 
einer L£nge von 1 bis 10 Aminosauren, wie oben definiert. Nicht 
alle Peptidsequenzen P x , P 2 , P 3 und P 4 mussen Epitopbereiche 
enthalten, sondern es sind auch Strukturen m&glich, bei denen 
diese Sequenzen nur aus Spacerbereichen bestehen. Verzweigung n 
k6nnen durch Verwendung trifunktioneller Aminosauren, z.B. 
Lysin oder Ornithin, in die Struktur eingebaut werden. 

Weiterhin enth^lt das Antigen der allgemeinen Formel II 
mindestens eine Markierungs- oder Festphaaenbindegruppe , wie 
oben definiert . Oiese Gruppen k6nnen beispielsweise eelektiv an 
die Enden oder/und an reaktive Seitenketten der Peptidsequenzen 
gekoppelt werden. 

Noch eine weitere Aus f iihrunge £ orm der multimeren Ant i gene sind 
die sogenannten Mosaikproteine , d.h. rekombinante Fusions - 
Polypeptide r deren Aminos&uresequenz mehrere iramunologisch 
reaktive Epitopbereiche enth&lt, die gegebenenfalls fiber 
imraunologisch inaktive Spacerbereiche verknupf t sind. Die 
rekombinanten Mosaikproteine sind erh&ltlich, indem man eine 
fur das gewunschte Protein kodierende DNA-Sequenz herstellt und 
in einer rekombinanten Wirtszelle zur Expression bringt. 
Derartige Verf ahren sind dera Fachmann auf dem Gebiet der 
Molekularbiologie bekannt und in Standardlehrbuchern (z.B. 
Sambrook et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2nd 
Edition (1989) , Cold Spring Harbor Laboratory Press) beschrie- 
ben. Die Einfuhrung von Markierungs- oder Festphasenbindegrup- 
pen in das rekombinante Protein kann ebenfalls nach bekannten 
Methoden erfolgen. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form der Erfindung sind die 
Epitopbereiche synthetische Peptidsequenzen mit einer L&nge von 
6 bis maximal 50, besonders bevorzugt bis maximal 30 Aminosau- 
ren. In derartige Epitopbereiche k6nnen Markierungsgruppen bzw. 
Festphasenbind gruppen selektiv sowohl bezuglich ihrer Lokali- 
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sierung als -auch bezuglich ihrer Anzahl eingefuhrt werden. Bei 
der synthetischen Herstellung besteht namlich die Moglichkeit , 
durch Verwendung bestimmter Schutzgruppen an reaktiven Seiten- 
gruppen, z.B. primaren Aminogruppen der eingesetzten Amino sau- 
rederivate, diejenigen Posit ionen des Pep t ids gezielt auszuw&h- 
len, die nach selektiver Schutzgruppenabspaltung zur Reaktion 
mit der eingefilhrten Markierungsgruppe zur VerfOgung etehen. 

Hierzu wird das Peptid mit der gewunschten Aminosauresequenz an 
einer Festphase, vorzugsweise mit einem kommerziellen Peptid- 
Synthesegerat (z.B- die Ger&te A 431 Oder A 433 von Applied 
Biosys terns) hergestellt. Die Synthese erfolgt nach bekaimten 
Methoden, vorzugsweise ausgehend vom Carboxyl terminus des 
Peptids unter Verwendung von Aminosaurederivaten. Vorzugsweise 
werden Aminos&urederivate eingesetzt, deren fiir die Kupplung 
benotigte Amino -Endgruppe mit einem Fluorenylmethyloxycarbonyl 
(Fmoc) -Rest derivatisiert ist . Reaktive Seitengruppen der 
eingesetzten Aminos&uren. enthalten Schutzgruppen , die nach 
Beendigung der Peptidsynthese ohne weiteres abspaltbar sind. 
Bevorzugte Beispiele hierfiir sind Schutzgruppen f wie etwa 
Triphenylmethyl (Trt) , t-Butylether (tBu) , t-Butylester (0 tBu) , 
tert . -Butoxycarbonyl (Boc) oder 2,2,5,7, 8-Pentamethylchroman-6- 
sulfonyl (Pmc) . 

Die Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primiren Aminoseitengruppen, die sich an Positio- 
nen des Peptids befinden, die sp&ter mit einem Hapten, z.B. 
Digoxin oder Digoxigenin, derivatisiert werden sollen, sind mit 
einer ersten Aminoschutzgruppe versehen, die so ausgew&hlt 
wird, da& sie quant itativ unter bestimmten Reaktionsbedingun- 
gen, z.B. in Anwesenheit von S&ure, abspaltbar sind. Ein 
Beispiel fiir eine geeignete s&urelabile Schutzgruppe ist Boc. 
Die Seitengruppen von Lysinresten oder anderen Aminos&ureresten 
mit prim&ren Aminoseitengruppen, an denen keine Kopplung eines 
Haptens gewunscht wird, sind mit einer zweiten Aminoschutz- 
gruppe versehen, die so ausgewahlt wird, dafi sie unter den 
B dingungen, bei denen die erste Schutzgruppe abspaltbar ist, 
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• selbst nicht abgespalten wird. Vorzugsweise ist die zweite ' A 
Schutzgruppe auch unter denjenigen Bedingungen stabil, bei 
denen die Abspaltung des Peptids von der Festphase und die 
Abspaltung aller deren Schutzgruppen erfolgt. Beispiele fir 
solche zweiten Schutzgruppen sind saurestabile Schutzgruppen, 
wie etwa Phenylacetyl. Neben den 20 natfirlichen Aminos&uren 
kann das Peptid auch artef izielle Aminos&uren, wie etwa C- 
Alanin, Y-Aminobutters&ure, c -Aminocaprons&ure oder Norleucin 
enthalten. Diese artef iziellen AminosAuren werden analog wie 
die nattlr lichen Aminos&uren fir die Synthese in geschtttzter 
Form eingesetzt. < 

Nach Beendigung der Synthese erfolgt gegebenenf alls nach Fr i- 
setzung des Peptids von der Festphase eine Abspaltung von 
Schutzgruppen einschlieSlich der ersten Aminoschutzgr uppen , di 
sich am den Positionen bef inden, an denen die Kopplung den 
Haptens stattfinden soil. Dann wird das auf diese Weise 
erhaltene Produkt gereinigt , vorzugsweise durch HPLC. An- 
schlieSend erfolgt die Einfiihrung der Hapten-Markierung durch 
Umsetzung des Peptids mit dem jeweils gewunschten Hapten - 
Aktivesterderivat, das mit freien primSxen Arainogruppen, d.h. 
rait der Amino -Endgruppe oder/und Aminoseitengruppen des 
Peptids, reagiert. Pro freie priraare Aminogruppe werden 
vorzugsweise 1,5 bis 2,5 Aquivalente Aktivester eingesetzt. 
AnschlieSend wird das Reaktionsprodukt auf gereinigt, vorzugs- 
weise durch HPLC. 

EnthoLlt das Peptid noch Aminogruppen , die mit einer zweiten 
Schutzgruppe , wie etwa Phenylacetyl , derivatisiert sind, so 
werden diese Schutzgruppen im letzten Schritt entfernt. Die 
Entfernung von Penylacetylschutzgruppen kann beispielsweise 
enzymatisch mit immobilisierter oder loslicher Penicillin-G- 
Amidase in wafiriger L6sung mit organischem Solvensanteil bei 
Raumteraperatur erfolgen. 

Enthalten die durch das erf indungsgem&Se Verf ahren hergestell- 
ten Peptide ein intramolekulare Disulf idbrucke, so kann die 
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Peptidsequenz nach Beendigung der Synthese, aber vor Abspaltung 
der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe der letzten Aminosaure z.B. 
mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan (Cober et al. The 
Peptide Academic Press, New York, 1981 , Seiten 145 bis 147) an 
der Festphase oxidiert, und anschlieSend die N-terminale Fmoc- 
Schutzgruppe abgespalten werden. 



Die Einfilhrung einer reaktiven SH-Gruppe kann beispielsweis 
durch Kupplung eines Cysteinrests an den Aminoterrainus dee 
Peptide erfolgen. 

i* ■ * 

Die Einffihrung von Metallchelat -Markierungsgruppen in syn- 
thetische Peptide erfolgt (a) nach Synthese der gewunschten 
Peptidseguenz und vorzugsweise vor der Abspaltung des Peptids 
von der Festphase und vor der Abspaltung von Schutzgruppen an 
reaktiven 'Seitengruppen der zur Peptidsynthese verwendeten 
Aminosaurederivate durch Kopplung eines aktivierten lumineszie- 
renden Metallchelats r z.B. eines Aktivesterderivats, an die N- 
termihale primare Aminogruppe des Peptids oder/und (b) wahrend 
der Synthese des Peptids durch Einffiihrung von Aminosaurederiva- 
ten, die kovalent mit einer lumineszierenden Metallchelat - 
Markierungsgruppe gekoppelt sind, z.B. uber ein e-derivatisier- 
tes Lysin. 

Die Synthese von verzweigten multimeren Antigenen kann dadurch 
erfolgen, dafi eine durch zwei Fraoc-Gruppen geschCttzte Diamino- 
carbons&ure, wie etwa Lysin, eingesetzt wird. Die Biotinylie- 
rung der Peptide kann beispielsweise durch Einffihrung eines 
Biotinderivats an den N-Terminus erfolgen, wShrend das Peptid 
noch an die Festphase gekoppelt ist. 

Fiir das erf indungsgem&Se Verfahren werden vorzugsweise Peptid- 
oder Polypeptidepitope aus pathogenen Organismen, z.B. Bakte- 
rien, Viren und Protozoen oder aus Autoimmun- Antigenen ver- 
wendet. Vorzugsweise stammt der iraraunologisch reaktive Epitop- 
bereich aus viralen Antigenen, z.B. den Aminos&uresequenzen von 
HIV I, HIV II, HIV Subtyp O oder Hepatitis C-Virus (HCV) . 
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Vorzugsweise werden HIV I-> HIV II- bzw. HlV-Subtyp O-Epitope 
aus den Regionen gp!2, gp41, gpl20 und gp24 ausgewahlt. HCV- 
Epitope werden vorzugsweise aus der Core /Env- Region Oder den 
Nicht-Strukturprotein- Regionen NS3, NS4 oder NS5 ausgewahlt. 

Besonders bevorzugt wird der Epitopbereich von HIV I, HIV II- 
oder HIV Subtyp O-Aminos&uresequenzen ausgewahlt aus der Gruppe 
der Aminosauresequenzen : 



NNTRKSISIG 


PGRAFYT 




(I) 


NTTRSISIGB • 


GRAFYT 




(ID 


IDIQEERRMR 


IGPGMMfYS 




(III) 


QARIIAVERY 


LKDQQLLGIW 


GASG 


(IV) 


L6IWGCSGKL 


ICTTAVPWKA 


SMS 


(V) 


KDQQLLGIWG 


5SGXL 




(VI) 


ALETLLQNQQ 


LLSLW 




(VII) 


LSLWGCKGKL 


VCTTS 




(VIII) 


WGIRQLRARL 


IALETLLQN 




(IX) und 


QAQLNSWGCA 


FRQVCHTTVP 


WPNDSLT 


(X) 



oder Teilsequenzen da von, die eine L&nge von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminos&uren aufweisen. 

Die Aminosaurensequenzen I bis III stammen aus der gpl20 -Region 
von HIV I, die AminosSuresquenzen IV bis IX stammen aus der 
gp41- Region von HIV I und die Aminosauresequenz X stammt aus 
der gp32-Region von HIV II. Die Aminos&ureeequenzen I bis X 
sind weiterhin in den Sequenzprotokollen SEQ ID NO. 1 bis SEC 
ID NO. 10 dargestellt. Die Seguenzen V, VIII und X enthalter 
jeweils 2 Cysteinreste, die vorzugsweise in Form einer Di- 
sulfidbriicke vorliegen. 

Der Epitopbereich von HCV-AminosSuresequenzen wird vorzugsweise 
ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosauresequenzen: 



SRRFAQALPV WARPD 

PQDVKFPGGG QIVGGV 



(XI) 

(XII) 
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EEASQHLPYI 
QKALGLLQT 
SRGNHVSPTH 
PQRKNKRNTN 
GGQIVGW 
AWYELTPAET 

Oder Teilsequenzen da von, die eine L&nge von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 6 Aminos&uren auf weisen . Die Seguenz XI 
stammt aus der NS 5 -Region, die Seguenzen XII und XVI aus der 
Core Region, die Seguenzen XIII, XIV und XV aus der NS4 Region 
und die Seguenz XVII aus der NS3 -Region von HCV. Die Aminos &u - 
reseguenzen XI bis XVII sind weiterhin in den Seguenzprotokol- 
len SEQ ID NO. 11 bis SEQ ID NO. 17 dargestellt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist- ein 
Reagenz zur immunologischen Bestinraung eines spezifischen 
Antikfirpers in einer Probef lOssigkeit umfassend eine reaktive 
Festphase, zwei gegen den zu bestitnmenden Antik6rper gerichtete 
Antigene, wobei das erste Antigen eine Markierungsgruppe trfigt 
und das zweite Antigen (a) an die Festphase gebunden ist oder 
(b)in einer an die Festphase bindefShigen Form vorliegt, 
dadurch gekennzeichnet, dafi mindestens eines der beiden 
Antigene mehrere Epitopbereiche umfafct, die mit dem zu bestitn- 
menden AntikSrper reagieren. 

In einer Ausfiihrungsf orm der vorliegenden Erfindung enth&lt das 
Reagenz ein erstes markiertes Antigen mit mehreren Epitopberei- 
chen, das mindestens eine Hapten-Markierungsgruppe tr&gt und 
ein en Rezeptor fOr das Hapten, der wiederum eine signalerzeu- 
' gende Gruppe enth&lt . Weiterhin bevorzugt ist ein Reagenz 
umfassend ein zweites festphasenseitiges Antigen mit mehreren 
Epitopbereichen, das mindestens eine Biotingruppe tr§gt, und 
eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete reaktive 
Festphase * 



• EQ ./ . 1 — ; :; r ;^.. (XIII) 

(XIV) 

YVPESDAA (XV) 
RRPQDVKFPG 

(XVI) und 
TVRLRAYMNT PGLPV (XVII) 
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Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist die 
Verwendung von multimeren Antigenen, die mehrere immunologisch 
reaktive Epitopbereiche umfassen, in einem imraunologischen 
Testverf ahren zur Bestimmung von spezifischen Antikorpern in 
einer Probef lussigkeit . 

Vorzugsweise werden solche Antikorper bestimmt, die auf eine 
Infektion durch Mikroorganisraen, wie etwa Bakterien, Viren oder 
Protozoan , hinweisen. Besonders bevorzugt werden gegen Vir n 
gerichtete Antik6rper, z.B. gegen HIV oder Hepatitis -Viren 
gerichtete AntikSrper bestimmt . Die Probef lflssigkeit ist 
vorzugsweise Seru m oder Plasma, besonders bevorzugt humanes 
Serum oder Plasma. Weiterhin ist bevorzugt, dafi die erfindungs- 
gem&fien multimeren Antigene bei einem imraunologischen Verf ahren 
im Brfltckentestformat eingesetzt werden. 

Die Testdurchfiihrung beinhaltet vorzugsweise ein Mischen der 
Probef ldssigkeit mit dem ersten Antigen und dem festphasensei- 
tigen zweiten Antigen, urn einen markierten r itnmobilisierten 
Komplex aus erstem Antigen, AntikSrper und f estphasengebundenem 
zweiten Antigen zu erhalten. Gegenuber anderen Testformaten zum 
Nachweis von AntikSrpern fiihrt das Brilckentestf ormat sowohl zu 
einer Verbesserung der Sensitivit&t , d.h. es werden alle 
Immunglobulinklassen, wie etwa IgG, IgM, IgA und IgE, erkannt, 
als auch der Spezif itat, d.h. es wird die unspezif ische 
Reaktivit&t verringert. Durch das erf indungsgem&Se Verfahr n 
gelingt somit ein klassenunabhingiger Nachweis von spezif ischem 
Itmminglobulin mit verbesserter Sensitivit&t . Die Sensivit&ts- 
verbesserung betrifft insbesondere die zus&tzliche Erkennung 
von niedrigaff inen Immunglobulinen, z.B. IgM mit multimerer 
Antigenen, wohingegen mit monomeren Antigenen nur hochaffine 
Antikorper gut erkannt werden. Die Spezif itat und SensitivitSt 
des Doppelantigen-Briickentests kann weiterhin verbessert 
werden, wenn man eine Zweischritt-Testfilhrung verw ndet, bed 
der in einem ersten Schritt die Probef lussigkeit mit dem erster 
und dem zweiten Antigen vermischt, und anschli Bend, vorzugs- 
weise nach 1 bis 4 h, besonders bevorzugt nach 1,5 bis 2,5 h, 
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der Rezeptor fur die Haptenmarkierung des ersten Antigens, der. ,* 
die signalerzeugende Gruppe tr&gt, zugegeben wird. 



Die Erfindung betrifft schliefilich auch neue Antigene der 
Fortneln (la) , (lb) und (II) wie oben definiert. 

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch die nachf olgen- 
den Beispiele, Seguenzprotokolle und Figuren beschrieben. 

Es zeigen 

SEQ ID NO. 1: die Aminos&uresequenz eines Epitops aus dem 

gpI20 -Bereieh von HIV I ,* 
SEQ ID NO. 2: die Aminos&uresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl20-Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 3: die Aminos&uresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl20-Bereich von HIV I, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 4: die Aminos&uresequenz des Epitops aus dem gp41- 

Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO . 5 : die Aminos&uresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41-Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 6: die Aminos&uresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem gp41-Bereich von HIV I; 
SEQ ID NO. 7: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

gp41-Bereich von HIV I, Subtyp 0; 
SEQ ID NO . 8 : die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41-Bereich von HIV I, Subtyp 0; 
SEQ ID NO. 9: die Aminos&uresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem gp41-Bereich von HIV I, Subtyp 

0; 

SEQ ID NO. 10: die Aminos&uresequenz eines Epitops aus dem 

gp32-Bereich von HIV II; 
SEQ ID NO. 11: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS5- 

Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 12: die Aminos&uresequenz eines Epitops aus dem 

Core-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 13: die Aminos&uresequenz eines Epitops aus dem NS4- 

Bereich von HCV; 
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SEQ ID NO. 14: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops iaus 

dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 15: die Aminosauresequenz noch eines weiterer 

Epitops aus dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 16: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem Core-Bereich von HCV; ■ 
SEQ ID NO. 17: die Aminos&uresequenz eines Epitops aus dem NS3 - 

~ Bereich von HCV; 

Figur 1 : die Aminosauresequenz des rekombinanten HIV p24 

Antigens., 

Figur 2: .einen Vergleich der Me&signale in einem Doppel- 

antigen-Brflc kentest bei Verwendung eines monome- 
ren und eines multitneren ruthenylierten HIV- 
gpl20 Antigens, und 

Figur 3: einen Vergleich der Ke&signale in einem Doppel- 

antigen-Brttckentest bei Verwendung eines monorae- 
ren und eines multimeren biotinylierten HIV- 
gp41 -Antigens . 



Herstellung von Peptid-Epitopbereichen 

Die Peptid-Epitopbereiche wurden mittels Fluorenylmethyloxy- 
carbonyl- (Fmoc) -Festphasenpeptidsynthese an einem Batch-Peptid- 
synthesizer, z.B. von Applied Biosystems A431 oder A433, herge- 
stellt. Dazu wurden jeweils 4.0 Aquivalente der in Tabelle : 
dargestellten AminosSurederivate verwendet: 
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Tabelig i r .... _ . ^ . _ ...^ 



A 


Pmoc-Ala-OH 


C 


Fmoc -Cys (Trt) -OH 


D 


Fmoc-Asp (OtBu) -OH 


| E 


Pmoc-Glu (OtBu) -OH 


D F 


Fmoc-Phe-OH 


H G 


Fraoc-Gly-OH 


fi H 


Pmoc-His (Trt) -OH 


fl 1 


Fmoc-Ile-iOH 


|~K1 


Fmoc-Lys (Phenylacetyl) -OH 


I K2 


Pmoc-Lys (Boc) -OH 




Boc-Lys (Fmoc) -OH | 


U K4 


Fmoc-Lys (BPRu) -OH 1 


L 


Pmoc-Leu-OH 1 


M 


Fmoc -Met -OH U 


N 


Fmoc -Asn (Trt ) -OH | 


P 


Fmoc-Pro-OH | 


Q 


Fmoc -Gin ( Trt ) -OH 


R 


Fmoc -Arg ( Pmc ) -OH 


S 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 8 


T 


Fmoc-Thr(tBu) -OH | 


U 


Fmoc -fiAlanin- OH 


V 


Fmoc-Val-OH 


w 


Fmoc-Trp-OH 1 


Y 


Fmoc -Tyr ( tBu ) -OH 1 


z 


Fmoc - c - Aminocapronsaure -OH H 


Nle 


Fmoc-Norleucin-OH || 


Abu 


Fmoc-7-Aminobuttersaure-0H 1 



Bei Anwesenheit von Cysteinresten in der Peptidsequenz erf olgte 
unmittelbar nach Beendigung der Synthese eine Oxidation an der 
Festphase mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan. 
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Die Aminosauren oder Arainosaurederivate wurden in N-Methyl- . 
pyrrolidon gelost. Das Peptid wurde an 400-500 mg 4-(2',4'- 
Dimethoxyphenyl - Fmoc - Aminomethyl ) - Phenoxy-Har z ( Tetrahedron 
Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 mmol/g 
aufgebaut (JACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreaktionen 
wurden bezuglich des Fmoc-Aminos&urederivats mit 4 Aquivalenten 
Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzo- 
triazol in Dimethyl fortnamid als Reaktionsmedium wShrend 20 min 
durchgef ahrt - Nach jedem Syntheseschritt wurde die Pmoc-Gruppe 
mit 20%igem Piperidin in Dimethylfonnamid in 20 min abgespal- 
ten. 

Die Freisetzung des Peptide vom Syntheseharz und die Abspaltung 
der siurelabilen Schutzgruppen - mit Ausnahme der Phenylacetyl- 
schutzgruppe - erfolgte mit 20 ml Trif luoressigsaure, 0,5 ml 
Ethandithiol, 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 1 ml Nasser in 
40 min bei Raumtemperatur . Die Reaktionsldsung wurde anschlies- 
send mit 300 ml gekOhltem Diisopropylether versetzt und zur 
vollst&ndigen F&llung des Peptids 40 min bei 0°C gehalten. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diisopropylether nachg - 
waschen, mit wenig 50 %-iger Essigs&ure gel6st und lyophili- 
siert. Das erhaltene Rohraaterial wurde mittels praparativer 
HPLC an Delta-PAK RP C18-Material (S&ule 50 x 300 mm, 100 A, 15 
fi) uber einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0,1% 
Trif luoressigsaure, Eluent B: Acetonitril, 0,1% Trifluor ssig- 
s&ure) in ca. 120 min. aufgereinigt . Die Identit&t des eluierte 
Materials wurde mittels lonenspray-Massenspektrometrie gepriif t . 

Die Einfuhrung einer Hapten-, z.B. einer Digoxigenin- bzw. 
Digoxin-Markierung erfolgte uber Kopplung der entspr chenden 
Akt ivester- Deri vat e, z.B. Digoxigenin- 3 -carboxymethylether-N- 
hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim GmbH, Mannh im, 
BRD) an die freien Aminogruppen des Peptids in L6sung. Das zv 
derivatisierende Peptid wurde in einer Mischung aus DMSO unc 
0,1 M Kaliumphosphat- Puffer pH 8,5 geldst. Anschli Send wurder 
2 Equivalent Aktivester pro freie prim&re Aminofunktion ir. 
wenig DMSO gel6st zugetropft und bei Raumtemperatur geriihrt, 
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Der Umsatz Wurde liber analytische HPLC verfolgt. Das Produkt 
wird mittels praparativer HPLC auf gereinigt . 

Das Lysin-Derivat Kl wurde fur Positionen verwendet, an denen 
keine Haptenmarkierung stattfinden sollte. Das Lysin-Derivat K2 
wurde fUr Positionen verwendet, an denen eine Haptenmarkierung 
stattfinden sollte. Das Lysin-Derivat K3 wurde zur Kopplung der 
c -Aminogruppe an das Peptid im Spacerbereich verwendet. 

Enthielt das Peptid noch mit Phenyacetyl geschutzte Lysine , so 
wurde diese Schutzgruppe im letzten Schritt enzymatisch mit 
Penicillin-G-Amidase in w&Srigetn Milieu mit organischem 
Solvens-Anteil bei Raumtemperatur abgespalten. Das Enzym wurde 
abfiltriert und das Peptid flber prftparative HPLC auf gereinigt . 
Die Identit&t des eluierten Materials wurde mittels Ionenspray- 
Massenspektrometrie gepxiLft . 

Die Einfiihrung einer Ruthenium-Markierungsgruppe erfolgte 
entweder N-terminal uber ein Ruthenium (bispyridyl) 3 -Carbons aure- 
derivat (BPRu-COOH) , z.B, Ru- (bispyridyl) 3 2 *-N-hydroxysucciniraid- 
ester oder in der Sequenz Ober einen c-derivatisierten Lysin- 
rest K4 (Pmoc-Lys(BPRu)OH) . 

Die Einfxihrung einer Biotinmarkierung erfolgte entweder N- 
terminal durch eine Derivatisierung am Harz (Biotin-Aktivester) 
oder innerhalb der Sequenz analog der Einfilhrung einer 
Ruthenium-Markierung liber ein entsprechend mit Biotin e- 
derivatisiertes Lysin. 

Die Synthese verzweigter multimerer Peptide erfolgte analog der 
Synthese der linearen Peptide. Als Festphase wurde hier ein 
niedriger beladenes Harz, z.B. mit einer Beladung von 0,2 
mmol/g gew&hlt. Filr die Verzweigung wurde eine bis-Fmoc- 
geschOtzte Diaminocarbonsaure, wie etwa Fmoc-Lys (Fmoc) -OH 
eingesctzt . 
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„.;In den Tabellen 2 und 3 findet sich eine Auflistung von herge- 
stellten Peptiden. 

Aus den Bereichen gpl20, gp41 und gp32 von HIV I bzw. HIV II 
wurden die in Tabelle 2a-2d dargestellten Peptidverbindungen 
hergestellt . 



Tabelle 2a : SH-aktivierte lineare Peptide 



1 gp41/l 


CTJOT-WGIRQLEARLIALETLLQN 1 


1 9P41/2 


COZU-LSLWGCKGKLVCYTS 1 


| gp4l/4 


CUZU-ALETLLQNQLLSIiW | 


I gpl20 


CUZU- IDIQEMRIGPMAWYS H 



Tabelle 2b : Digoxigenin-maxkierte lineare Peptide 



gpl20 


Digoxigenin- 3 -ctne-UZU-NNTRKSISIGPGRAFYT 
Digoxigenin - 3 - crae -UZ -NTTRS IS I GPGRAFY 
Digoxigenin-3 -cme-UZU-IDIQEERRMRIGPGMAWYS 


gp4i/i 


Digoxigenin- 3 - cme - UZU - AVERYLKDQQLLG I W 
Digoxigenin- 3 - erne - ZUZU -AVERYLKDQQLLG I W 
Digoxigenin- 3 - erne -UZ - QARILAVERYLKDQQLLG IWGASG 
Digoxigenin- 3 -cme - ZGGGG - QARI LAVERYLKDQQLLG IWGASG 
Digoxigenin- 3 -cme-UZU-WGIRQLRARLLALETLLQN 


gp4i/2 


Digoxigenin- 3 -cme-UZU-LGIWGCSGKLICTTAV 
LGIWGCSGK- (cme-3 -Digoxigenin) -LICTTAV 
Digoxigenin- 3 -cme-UZU-LGIWGCSGK- (cme -3 -Digoxigenin) - 
LICTTAV 

Digoxigenin- 3 - cme - ZU- GCSGKLI CTTAVPWNASWS 
GCSGK- (cme-3 -Digoxigenin) -LICTTAVPWNASWS 
GCSGKLICTTAVPWNASWSK (cme-3 -Digoxigenin) G 
Digoxigenin- 3 -cme-XJZD-LSLWGCKGKLVCYTS 


gp4i/3 


Digoxigenin- 3 -cme-UZU-KDQQLLGIWGSSGKL 


gp4l/4 


Digoxigenin - 3 - cme -UZU- ALETLLQNQLLSLW 


gp32 


Digoxigenin- 3 -cme-Z-NSWGCAFRQVCHTT 
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IabfiiiS_2£: ■Ruthenylierte lineare Peptide . ■■^^^M^ 1 



| gpi20 


BPRu-UZU-NNTRKSISIGPGRAFYT 

BPRu-UZ-NTTRSISIGPGRAFY 

BPRu (ethyl englykol) -DZ-NTTRSISIGPGRAFY 

NNTRKSISIGPGRAFYT-K (BPRu) 

BPRu-TIZn-TDTOEERimiRTRPRMAWYQ ■ 1 


gp4i/i 


BPRu-DZU-AVERYLKDQQLLGIW . 7^;"''- 
BPRu - UGGG - QARILAVERYLKDQQLLG IWGASG 
BPRu-GGGG-QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG 
BPRu -UZU- WGIRQLRARLLALETLLQN 


9P41/2 


BPRu -UZU-LGIWGCSGKLI CTTAV 
BPRU-UGGG-GCSGKLICTTAVPWNASWS 
(GCSGKljICT^VPraA^^) K- (BPRu) 


gp4i/3 


BPRu-UZU-KDQQLLGIWGSSGKL 


gp4i/4 


BPRu-UZU-ALETLLQNQLLSLW 1 


| gp32 


BPRu-UZU-NSWGCAFRQVCHTT 
BPRu-GGG-QAQLNSWGCAFRQVCHTTVPWPNDSLT 



Tabelle 2d: Verzweigte Peptide 



gpi20 


(NTTRSISIGPGRAFY -AbuZ AbuZ) j-K-Z- AbuZ- K- (Bi) 
( (NTTRSISIGPGRAPY-ZU) 2 -K-DU-K- (Bi) 
( (NNTRKSISIGPGRAFYT-UZU-K) a -UZD- 
NNTRKSISIGPGRAFYT-DZU-K) ,-UZU-Bi 


gpi20 


( NTTRS IS IGPGRAFY- ZU) , - K-UU-K - (BPRu ) 



Aus dem NS5-Bereich, dem NS4-Bereich, dem Core-Bereich und dem 
NS3-Bereich von HCV wurden die in den folgenden Tabellen 3a-d 
dargestellten Peptide synthetisiert . 



Tabelle 3a; SH-aktivierte lineare Peptide 



NS4/3 



C-UZ - SRGNHVSPTHYVPESDAA 
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Tabelle 3b : Hapten -markierte lineare Peptide 



NS5/1 


Digoxigenin- 3 - cme -UZD- SRRFAQALPVWARPD 


Core2m 


Digoxigenin- 3 -cme-U-PQDVKFPGGGQIVGGV 


NS4/1 


Digoxigenin- 3 -cme-UU-Nle-EEASQHLPYIEQ 


NS4/2 


Digoxigenin - 3 - cme -UU- QKALGLLQT 


NS4/3 


Digoxigenin- 3 -cme-UZU-SRGNHVSPTHYVPESDAA 


Corel 


Digoxigenin - 3 - cme -DOT- KHKRNTNRR 


Corel +2 


Digoxigenin-3 -cme-U-PQRKNKROTTniRPQDVKFPGGGQIVGVV 


NS 3/1 


Digoxigenin- 3 -cme-UZ-AWYELTPAETTVRLRAYMNTPGLPV 



Tabelle 3c : Ruthenylierte lineare Peptide 



Corel 


BPRu -G6G6- KNKRNTNRR 1 


Core 1+ 2 


BPRu - UZU- KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQ I VGGV 1 


J NS4/1+2 


BPRu-UZ - SQHLPYIEQG-NleNle - LAEQFKQQALGLLQT 


NS4/3m 


B PRu - UZ - SRGNHVS PTHYVPESDAA 


NS5/1 


BPRu - UZ - SRRFAQALPVWARPD 


Corel+2+3 


BPRu-UZ -KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQ I VGGVLLPRR 


Core Ira 


BPRU - UZ - NPKPQKKNKRNTNRR 


Core3tn 


BPRu-UZ-GQIVGGVyiiliPRRGPRLG 


Core2m 


BPRu-UZ - PQDVKFPGGGQ IVGGV 


NS4/3m-I 


BPRu-UZU-SRGNHVSPTHYVPESDAA 


1 NS4/1 


BPRu-UZU-SQHLPYIEQ 



Tabelle 3d: Verzweigte Peptide 



NS4/3m 



( SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) 2 KUUK (BPRu) 

(SRGNHVS PTHYVPESDAA- UU) 4 K, KUUK (BPRu ) 

(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU), KJJ^ KUUK (BPRu) 

(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) 3 KUUK (Z-Bi) 

(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) 4 K,KUUK (Z-Bi) 

(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU), K«U,K, KUUK (Z-Bi) 
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Beispiel 2 

Herstellung von tragergebundenen multimeren Antigenen (Polyhap- 
tenen) mit Peptidepitopen 

Die entsprechenden Peptide wurden mit einer reaktiven Mercapto- 
funktion, z.B. durch Einfxlhren von einem zusStzlichen Cyetein 
hergestellt (vgl. Tabellen 2a und 2b) . Das Peptid kann dabei 
entweder N-, C-terminal Oder auch beliebig in der Sequenz mit 
einem sogenannten Linker modifiziert sein. Die Synthese der 
entsprechenden Peptide erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 

F{ir die Urasetzung zum Polyhapten wurde der NH 2 -Gruppen-haltige 
TrSger zuerst mit dem entsprechenden Aktivester der Markie- 
rungsgruppen und anschlie&end mit Maleinimidoalkyl -Gruppen , 
durch Behandlung vorzugsweise mit Male i n i mi dohexyl - (MHS) oder 
Maleinimidopropyl-N-hydroxysuccinimidester (MPS) , beladen. 
Dadurch wurden die prim&ren Aminogruppen im TrSger (z.B. e- 
Aminoseitenkette von Lysinresten) teilweise markiert und zum 
anderen Teil in Maleinimidgruppen umgewandelt . 

Die Umsetzung des Tr&gers mit den Aktivestern erfolgte vorzugs- 
weise in 0,1 mol/1 Kaliumphosphatpuf f er pH 7,0-8,5 und einer 
Konzentration von 5-20 mg/ml innerhalb von 2-4 h bei Raumtempe- 
ratur. Die niedermolekularen Bestandteile wurden entweder uber 
Dialyse Oder Gelchromatographie (AcA 202-Gel, Eluent 0,1 mol/1 
Kaliumphosphatpuf fer pH 7-8,5) abgetrennt. 

In einem weiteren Schritt wurde dann das Peptid od r die 
Peptidmischung mit der reaktiven Mercaptofunktion an den MHS- 
modifiziert en, gelabelten TrSger in 0,1 mol/1 Kaliumphosphat- 
puf fer pH 8,5 innerhalb von 6 h Rautntemperatur gekuppelt. Nicht 
umg setztes Peptid wurde entweder mittels Dialyse oder Gel- 
chromatographie abgetrennt. 
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Soil di^ Markierung direkt am Peptid sitzen, wurde das Polyhap- 
ten analog synthetisiert und ein entsprechend markiertes, SH- 
aktiviertes Peptid eingesetzt . 

Als Trager wurden Kaninchen-IgG, Rinderserumalbumin, S-Galacto- 
sidase, Aminodextran und Rinder-Fab-Antik6rperfragmentt 
verwendet. Die Beladung des Tragers mit den Peptidsequenzei 
betrug 1:2-1:20 auf molarer Basis. Die Beladung des Tragers mil 
Markierungsgruppen betrug 1:1 bis 1:20 auf molarer Basis. 



Herstellung von tragergebundenen multimeren Antigenen (Polyhap 
tenen) mit Polypeptidepitopen am Beispiel von Poly-p24-RSA-BPRi 

1. Prinzip 

Rinderserumalbumin (RSA) wurde mit Ruthenium- (bis -pyridyl) 3 2 *-N 
hydroxysuccinimidester (BPRU) und Maleinimidohexanoyl-N 
hydroxy- succinimidester (MHS) in der angegebenen Reihenfolg< 
umgesetzt und zur Abtrennung der freien, nicht gebundene: 
Derivatisierungsreagenzien jeweils dialysiert. 

Rekombinantes p24 -Antigen aus E. coli (Ghrayeb und Chang, DNA 
(1986) , 93-99) mit der in Figur 1 gezeigten Aminosauresequen 
vmrde mit N-Succinimidyl-S-acetylthiopropionat (SATP) zu 
Einfilhrung von Thiolresten uber Aminogruppen umgesetzt und zu 
Abtrennung von freiem, nicht gebundenen SATP dialysiert. 

Nach Freisetzung der SH-Gruppen im aktivierten p24-Antige 
wurden an die Maleinimido-Funktionen von RSA-BPRU gekoppelt 
Oberschussige funktionelle Kopplungsgruppen wurden mit Cystei 
und N-Methylmaleinimid abgefangen und damit die Reaktio 
gestoppt . 
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Aus dem Reaktionsgemisch wurde dann das Produkt durch Chromato- 
graphie an Sephacryl S 200 isoliert. 

2.1 Herstellung von RSA (MH) -BPRU 

Zu 250 mg RSA wurde bei einer Proteinkonzentration 20 mg/ml in 
PBS-Puf fer pH 8,0 ein 5f ach molarer UberschuB von BPRU-Reagenz 
(0,4 ml BPRU-Stamml6sung mit 47 mg/ml in DMSO) zugesetzt. 

Nach Zugabe wurde 75 min bei 25°C weitergeruhrt. Die R aktion 
wurde dann durch Zugabe von Lysin auf eine Endkonzentration von 
10 iiunol/l gestoppt und 30 min bei 25°C weitergeruhrt. 

Durch Zugabe von Jodacetamid auf eine Endkonzentration von 10 
mmol/1 wurden vorhandene SH-Gruppen von RSA derivatisiert . Dazu 
wurde der Ansatz 45 min bei 25°C und pH 8,0 weitergerilhrt . 

Freie, nicht gebundene Derivatisierungsreagenzien wurden durch 
Dialyse (20 Std, 4°C) gegen >500f aches Volumen PBS-Puf fer pH 
7 r 5 (50 mmol/1 Na-Phosphat f 150 mmol/1 NaCl, pH 7,5) voll- 
et^ndig abgetrennt. 

Der Einbau von BPRU betrug 4,7 Mol pro Mol RSA. Die Ausbeute 
war 220 mg RSA-BPRU (89%). 

Zu 220 mg RSA-BPRU wurde dann bei einer Proteinkonzentration 
von 20 mg/ml in PBS-Puf fer pH 7,1 ein 25fach molarer UberschuG 
von MHS-Reagenz zugesetzt (0,5 ml MHS-Stamml6sung mit 50 mg/ml 
in DMSO) und 60 min bei 25°C weitergeruhrt. 

Die Reaktion wurde durch Zugabe von Lysin auf eine Endkonzen- 
tration von 10 mmol/1 gestoppt mid 30 min bei 25°C weiterge- 
ruhrt. 

Fr ies, nicht gebundenes MHS-Reagenz wurde durch Dialyse (20 
Std, 4°C) gegen > 500-faches Volumen PBS Puffer pH 7,5 voll- 
st&ndig abgetrennt. Ausbeute: 210 mg RSA (MH) -BPRU (84V). 
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2.2 Herstellung von p24 -Antigen (SATP) 

Zu 100 tng p24 -Antigen wurde bei einer Proteinkonzentration von 
10 mg/ml in 0,1 M Na-Phosphat, 0,1% (w/v) SDS,pH 7,1, ein 3fach 
molarer UberschuS von SATP-Reagenz (0,06 ml SATP-Stamrolosung 
rait 35 mg/ml in DMSO) zugesetzt und 60 min bei 25°C weiterge- 
ruhrt. 

Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von Lysin auf 10 mmol/1 
Endkonzentration gestoppt und 30 min bei 25 °C weitergruhrt . 

Preies, nicht gebundenes SATP-Reagenz wurde anschiieSend durch 
Dialyse (20 Std., RT) gegen >500f aches Volumen 0,1 mol/1 Na- 
Phosphat, 0,1% (w/v) SDS. pH 6,5 vollstandig abgetrennt. 
Ausbeute: 95 mg p24-Antigen (SATP) (95%) . 

2.3 Herstellung von Poly-p24-Antigen-RSA-BPRD 

Zu 95 mg p24 -Antigen (SATP) wurde bei einer Proteinkonzen- 
tration von 10 mg/ml in 0,1 mol/1 Na-Phosphat, 0,1% (w/v) SDS, 
pH 7,5 Hydroxylamin (1 mol/1; Merck) auf 30 mmol/1 Endkonzen- 
tration zugestzt und der Ansatz 60 min bei 25°C weitergeruhrt. 

18 mg RSA(MH)-BPRU wurden zugesetzt und der Ansatz bei einei 
Proteinkonzentration von 9 mg/ml 60 min weitergeruhrt (pH 7,1; 
25 °C) . Zum Stop wurde Cyst ein auf eine Endkonzentration von 2 
mmol/1 zugesetzt und 30 min bei pH 7,1 weitergeruhrt. An- 
schiieSend wurde N-Methylmaleimid (Sigma) auf eine Endkonzen- 
tration von 5 mmol/1 zugesetzt und weitere 30 min bei pH 7,3 
und 25°C geruhrt. 

Der so abgestoppte Ansatz wurde 18 Std bei Raumtemperatur (RT) 
gegen >500faches Volumen 0,1 mol/1 Na-Phosphat, 0,1% (w/v) SDS, 
pH 6,5 dialysiert und uber eine S phacryl S 200-Sault 
(Pharmacia) gereinigt. Die wichtigsten Rahmenbedingungen fuj 
den S&ulenlauf: Saulenvolumen 340 ml, Auf tragsvolumen 12 ml, 
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Flufirate 1-3,0 cm/Std, Laufpuffer 0,1 mol/1 Na-Phosphat, 0,1% 
(w/v) SDS, pH 6,5, Betriebstemperatur RT. 

Der SSulenlauf wurde uber ein Durchf lufiphotometer bei einer 
WellenlSnge von 280 nm verfolgt und in Fraktionen gesanunelt 
(FraktionsgroSe etwa 0,5% des Saulenvolumens) . 

Die Fraktionen des hochmolekularen Elutionsprofils wurden nach 
UV-Auf zeichnung zu einem Pool gesammelt, das Produkt in einer 
Amicon-Rilhrzelle mit YM30 Membran (Amicon) auf eine Proteinkon- 
zentration von 10 mg/ml aufkonzentriert und bei -80°C eingefro- 
ren. 

Einbau: 5 Mol p24-Antigen pro Mol p24-Antigen-RSA-BPRU. Aus- 
beute:19 mg. 

Beispiel 4 

Verbesserung der SensitvitSt des Bruckentestf ormats bei 
Verwendung von multimeren Antigenen 

a) Tragergebundene multimere Antigerie (Polyhaptene) 

Es wurden verschiedene Varianten von biotinylierten Polyhapte- 
nen in einem Doppel antigen- Immunoassay in Kombination mit einem 
monomeren digoxgenylierten Hapten eingesetzt, und zwar mit 
gleicher molarer Menge von biotinyliertem bzw. digoxigenylier- 
tem Hapten. Als Epitop wurde die Aminosauresequenz 
NNTRKSISIGPGRAFYT aus dera gpl20-Bereich von HIV verwendet. Die 
Herstellung der Haptene erfolgte wie in den Beispielen 1 und 2 
beschrieben. Es wurde die relative Reaktivit§t von nativen 
Ant i -HIV Seren mit den verschiedenen biotinylierten Polyhapte- 
nen auf die ReaktivitSt der Seren mit dem entsprechenden 
biotinylierten monomeren Hapten (=100* ReaktivitSt) normiert. 
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Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 4 dargestellt . 



Trage rmo 1 eku 1 


effektive Bela- 
dung pro Trager- 
molekul 


Reaktivitat : 

Vgl . mit monomerei 

Antigen (= 100 %) 


Biotin 


Peptid 


RSA (MW: 69000) 
(ca. 627 Aa) 


1 
1 


4.2 
5.1 


ca. 173,0 % 
ca. 185,0 % 


S-Gal (MH:465000) 
(ca. 4227 Aa) 


1 
1 
1 


2.2 
3.6 

9.4 


ca. 123.5 * 
ca. 151,8 % 

ca. 125,0 % 


Kinaer-rao vrin; 
1 (ca. 682 Aa) 


1 


5,9 


ca. 146,0 % 



b) Multimere verzweigte Antigene 

Es wurde ein Vergleich von biotinylierten und ruthenylierter 
Antigenen mit monomeren bzw. multimeren verzweigten Epitopen ir 
einem Doppelantigen-Immunoassy im Bruckentestf ormat durch- 
gefuhrt . 

Bei einem Epitop aus der NS4- Region von HCV (Sequen: 
SRGNHVSPTHYVPESDAA) wurde die Kombination eines monomerei 
biotinylierten Antigens und eines monomeren ruthenyliertei 
Antigens mit der Kombination eines multimeren verzweigtei 
biotinylierten Antigens (siehe Tabelle 3d, Zeile 2) und eine: 
monomeren ruthenylierten Antigens in einem Bruckentest ver 
glichen. Es wurde die Signaldif ferenzierung, d.h. das Verbal t 
nis im Mefisignal zwischen positiven und negativen Probe: 
bestimmt. Eine hohere Signaldif ferenzierung bedeutet ein. 
bessere Sensitivitat . Bei Verwendung eines multimeren biotiny 
lierten Antigens wurde eine Signaldif ferenzierung von 38 
gegenuber einer Signaldif ferenzierung von nur 208 bei de 
Kombination beider monomerer Antigene erhalten. 
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Entsprechend wurde ein Doppelantigen-Bruckentest mit . einer 
Antigensequenz aus der gpl20-Region von HIV durchgef uhrt . Das 
verwendete Epitop hatte die Aminosauresequenz NTTRSISIGPGRAFY. 
Es wurde die Kombination eines monomeren biotinylierten und 
eines monomeren ruthenylierten Antigens mit der Kombination 
eines multimeren verzweigten biotinylierten Antigens (siehe 
Tabelle 2d, Zeile 2) und eines multimeren ruthenylierten 
Antigens (siehe Tabelle 2d, Zeile 4) verglichen. Bei einem 
Test mit der Kombination der beiden multimeren Antigene wurde 
eine Signaldif f erenzierung zwischen positiver und negativ r 
Probe von 12 gefunden. Die Kombination beider mon merer 
Antigene zeigte hingegen nur eine Signaldif f erenzierung von 10. 

Beispiel 5 

Verbesserung der Sensitivit&t des Bruckentestf ormats bei Ver- 
wendung von multimeren tr&gergebundenen Antigenen 

Es wurde die Kombination eines monomeren biotinylierten und 
eines monomeren ruthenylierten Antigens mit der Kombination aus 
einem monomeren biotinylierten Antigen und einem tragergebunde- 
nen multimeren ruthenylierten Antigen (Tragermolekul : Rinder- 
serumalbumin; Epitop: HIV-p24 -Antigen; Herstellung gemaS 
Beispiel 3) und mit der Kombination eines tr&gergebundenen 
multimeren biotinylierten Antigens und eines monomeren 
ruthenylierten Antigens in einem Bruckentest untersucht. Bei 
zwei unterschiedlichen positiven Proben (HIV-Seren) wurde bei 
der Kombination der beiden monomeren Antigene jeweils eine 
Signaldif f erenzierung positiv/negativ von 2 gefunden, wahrend 
die Kombination von monomerem biotinyliertem Antigen und 
multimerem ruthenyliertem Antigen eine Diff erenzierung von 19 
bzw. 7 und die Kombination von multimerem biotinyliertem 
Antigen und monomerem ruthenyliertem Antigen eine Diff erenzie- 
rung von 4 bzw 3 ergab. 
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Als Epitop wurde die in Beispiel 4a angegebene Sequenz ajus dem 
gpl20-Bereich von HIV verwendet. Das Tragermolekul des multime- 
ren Antigens war RSA. Die Beladung des TrSgers war mit den 
Epitopgruppen 5:1 und mit den BPRu-Gruppen 3:1 jeweils auf 
molarer Basis. 

Aus Fig. 2 ist ersichtlich, dafi die Verwendung von multimeren 
Antigenen zu einer Verringerung des Hook-Effekts und zu einer 
allgemeinen Sensitivit&tssteigerung fiihrt. 

Beispiel 7 

Verbesserung der Sensitivit&t des Bruckentestf ormats bei Ver- 
wendung von multimeren Antigenen durch Erh6hung der Anzahl von 
Markierungsgruppen 

Eine weitere Verbesserung der Testsensitivitfit wird dadurch 
erreicht, dafi eine Erh6hung der Anzahl von Markierungs- brw. 
Festphasenbindegruppen in grfifierem Umfang moglich ist, ohne die 
Epitopbereiche zu maskieren oder durch Erhohung der Hydrophobi- 
zitSt die unspezif ischen. Hintergrundwerte zu erhShen. 

Es wurden digoxigenylierte multimere Antigene verglichen, die 
Epitope aus dem gpl20-Bereich von HIV (vgl. Beispiel 4b) 
gekoppelt auf einem Rinder-Fab-Antikorperfragment-Trager 
enthielten. Die Beladung des TrSgers mit dem Peptidepitop war 
jeweils im Bereich von 1:6 bis 1:7 auf molarer Basis. Die 
Beladung des TrSgers mit Digoxigeningruppen war 1:2 bzw. 1:4. 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tabelle 5 gezeigt. Es 
ist zu erkennen, dafi durch Erhohung der Anzahl von Markierungs- 
gruppen eine nicht-lineare Verbesserung der SensitvitSt und 
eine erhebliche Verringerung des Hook-Effekts erreicht wurde. 
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Tabelle 5 



Probe 


Stochioraetrie 
TrSger : Dig . 
1:4 


St6chiometrie 
TrSger : Dig . 
1:2 


Dynamite dee MeSbereichs 

VerdOnnungsstufen 


mE 


mE 


1/16384 


36 


148 


1/8192 


48 


159 


1/4096 . . 


49 


151 


1/2048 


82 


158 


1/1024 


132 


159 


1/512 


302 


157 


1/256 


675 


164 


1/128 


1503 


190 


1/64 


3493 


259 


1/32 


7436 


480 


1/16 


9306 


1066 


1/8 


9449 


3036 


1/4 


9449 


3378 


1/2 


9449 


2694 


unverdolnnt 


9474 


2266 



Verbesserung der Stabilit&t durch Verwendung multimere: 
Ant i gene 

Es wurde die Stabilit&t von monomeren und multiineren Antigene: 
getestet . Hierzu wurde die Signalwiederf indung nach dreitSgige: 
Inkubation bei 35°C bezogen auf die ursprungliche Signal 
intensitSt bestimmt. 
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Fur ein monomeres ruthenyliertes Antigen aus dem gp!20-Bereich 
von HIV (Sequenz siehe Beispiel 4) wurde in Kombination mit 
einem frischen biotinylierten monomeren Antigen eine Signal - 
wiederf indung von 3 , 0 bzw 4,0% bei zwei Proben ermittelt . Bei 
Verwendung eines trSgergebundenen multimeren ruthenylierten 
Antigens (Tr&ger: Kaninchen-IgG, 4 Markierungsgruppen und 3 
Epitope pro TrSgermolekiil ) wurden unter gleichen Testbedingun- 
gen Signalwiederf indungen von 73,1 bzw 73,6 % ermittelt. 

Auf entsprechende Weise wurde ein biotinyliertes monomeres 
Antigen mit der gleichen Epitopsequenz mit einem tr&gergebunde- 
nen biotinyliertsn multrimeren Antigen (TrSger: Kaninchsn- IgG , 
18 Biotingruppen und 3 Epitope pro TrSger) in Kombination mit 
einem mono meren ruthenylierten Antigen untersucht. Pur das 
monomere biotinylierte Antigen wurden Signalwiederf indungen von 
25,0 bzw. 37,0 % und fur das raultimere Antigen Signalwieder- 
f indungen von 120,3 bzw. 79,9 % ermittelt. 

Beispiel 9 

Verbesserung der SensitivitSt bezuglich der ReaktivitSt mit 
Antigenen niedriger AffinitSt 

Multimere Antigene werden bevorzugt fur die Erkennung von 
spezifischem Immunglobulin mit niedriger AffinitSt, z.B. bei 
einer vor kurzen erf olgten Serokonversion und bei neuen viralen 
Subtypen eingesetzt. 

a) Ruthenylierte multimere Antigene 

Es wurde die Signaldif f erenzierung positiv/negativ unter Ver- 
wendung von Antigenen mit einer Epitopsequenz aus dem NS4/3- 
Bereich von HCV untersucht. Die Kombination eines monomeren 
ruthenylierten und eines monomeren biotinylierten Antigens 
ergab bei zwei verschiedenen positiven Serokonversionsproben 
eine Signaldif f erenzierung positv/negativ von 3 bzw 1, d.h. 
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eine positive Probe wurde nicht als solche erkannt. Bei 
Verwendung von multimeren IgG-tragergebundenen biotinylierten 
und ruthenylierten Antigenen wurde eine Signaldif f erenzierung 
von jeweils 21 ermittelt. Erst durch Verwendung multimerer 
Antigene k6nnen die positiven Proben richtig klassif iziert 
werden . 

b) Biotinylierte und digoxigenylierte multimere Antigene 
Es wurden das jeweils gleiche Peptidepitop aus dem gp41-Bereich 
von HIV (gp4l/3) als trfigergebundenes multimeres Antigen unc 
als monomeres Antigen gegenflbergestellt . Es wurden jeweils 5C 
ng/ml bio_tinylierte_s und digoxigenyliertes monomeres Peptic 
eingesetzt. Bei den multimeren Antigenen wurden 50 ng/m] 
•Peptidaquivalent" eingesetzt, wobei die Peptidmenge uber der 
Beladungsgrad des Polyhaptens berechnet wurde. Der Test wurde 
an Analysenautomaten ES700 durchgef ilhrt . 

Die Test wurden unter Verwendung von unterschiedlichen Serokon- 
versionspanels als Proben durchgef uhrt . Fig. 3 zeigt f dafi di< 
Pauiels bei Tests unter Verwendung des digoxigenyliertei 
Polyhaptens als korrekt positiv klassif iziert wurden, wahrenc 
bei Verwendung des monomeren Antigens ein falsch negative! 
Resultat erhalten wurde. 

Der " cut-off " -Index ist die Grenze zwischen negativer um 
positiver Bewertung eines Experiments. Er ist als 2x den Wer 
der negativen Kontrolle definiert. 
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S EQUENZ PROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME : Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 
<F) POSTLEITZAHL : 68305 
(ii) ANMELDETITEL : Bestimmung von spezif ischem Immunglobulin 

.unter Verwendung multipler Ant i gene 
Ui-i ) ANSAKL BER SESCSN2SJ : 17 
(iv) COMPUTER -LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 17 Aminos&uren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM : 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gpl20 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Asn Asn Thr Arg Lys Ser lie Ser lie Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr 
15 10 15 



Thr 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(iV SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 16 Aminos aur en 
(8) ART: Aminos au re 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION JM GEMOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gpl20 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG ; SEQ ID NO: 2: 

Asn Thr Thr Arg Ser He Ser He Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr 
15 io 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) Ii&NGE: 19 Aminos&uren 

(B) ART: AminoscLure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

He Asp He Gin Glu Glu Arg Arg Met Arg He Gly Pro Gly Met Ala 
15 10 15 

Trp Tyr Ser 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO:. 4: 

(i) SEQUEN2 CHARACTER! STIKA: 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS; Human immunodeficiency virus, type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG ; SEQ ID NO : 4 : 

Gin Ala Arg lie Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin Leu 
1 5 10 15 

Leu Gly lie Trp Gly Ala Ser Gly 
20 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARACTERISTIC: 

(A) LANGE: 23 Aminos&uren 

(B) ART: Aminos&ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 

Leu Gly He Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu He Cys Thr Thr Ala Val 
15 10 15 

Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser 

20 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 15 Aminos auren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKDNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp41 
»* • 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Lys Asp Gin Gin Leu Leu Gly He Trp Gly Ser Ser Gly Lye Leu 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Amino saur en 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM /SEGMENT: cjp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 



Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Ser Leu Trp 
1 5 10 15 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTER I S T I KA ; 

(A) lANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMO&OM/ SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Leu Ser Leu Trp Gly Cys Lys Gly Lys Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 io 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aminos&uren 

(B) ART: Aminos&ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGLI CHE HER K U NF T: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp41 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 

Trp Gly He Arg Gin Leu Arg Ala Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Leu 
1 5 io 15 



Leu Gin Asn 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEQUENT : gp32 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Gin Ala Gin Leu Asn Ser Trp Gly Cys Ala Phe Arg Gin Val Cys His 
15 10 15 

Thr Thr Val Pro Trp Pro Asn Asp Ser Leu Thr 
20 25 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS5 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 



Ser Arg Arg Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 
15 10 IS 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12 ; 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKDNFT: 

(A) ORGANISMUS : Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT : Core 

(xi) 3EQUENZBE3CKREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Gly Val 
15 io 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) L&NGE: 12 Arainos&uren 

(B) ART: Aminos&ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 



Glu Glu Ala Ser Gin His Leu Pro Tyr lie Glu Gin 
15 io 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERI STI KA : 

(A) LANGE: 9 Aminos &ur en 

(B) ART : Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: Pep t id 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGLI CHE HKKKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: NS4 * 

(xi) SEQUENZBESCHREIBuNG : SEQ ID NO : 14 : 

Gin Lys Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr 
1 5 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA: 

(A) LANGE: 18 Aminos&uren 

(B) ART: Aminos Aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGLI CHE HERKUNPT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS4 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp 
15 10 15 



Ala Ala 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO; 16: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 28 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRfiNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT ; Core 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 16: 

Pro Gin Arg Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gin Asp Val 
1 5 io 15 

Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Val Val 
20 25 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 25 Amino s&ur en 

(B) ART: Aminos&ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URS PRUNGLI CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS3 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val Arg Leu Arg Ala 
1.5 10 15 



Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val 
20 25 
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PATENTANSPRUCHE 

L. Verfahren zur immunologischen Bestimmung eines spezifi- 
schen Antikorpers in einer Probef lussigkeit , wobei man 
die Probeflussigkeit in Gegenwart einer Festphase rait 
zwei gegen den zu bestiraraenden Antikorper gerichteten 
Antigenen inkubiert, wobei das erste Antigen mind stens 
eine Markierungsgruppe tr&gt und das zweite Antigen (a) 
an die Festphase gebunden ist oder (b) in einer an die 
Festphase > bindef &higen Form vorliegt, und den zu bestim- 
menden Antikorper durch Bestimmung der J^kier^gsgruppe 
in der Festphase oder/und in der flussigen Phase nach- 
weist, 

dadurch g«km»aichiMt, 

daS mindestens eines der beiden Antigene mehrere Epitop- 
bereiche urafaSt, die rait dem zu bestitranenden Antik6rper 
reagieren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS mindestens eines der beiden Antigene mehrere gleiche 
Epitopbereiche umfaSt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das erste markierte Antigen mehrere Epitopbereiche 
uraf afit . 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi das zweite f estphasenseitige Antigen mehrere Epitop- 
bereiche umfafit. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dafi das erste markierte Antigen una das zweite fest- 
phasenseitige Antigen mehrere Epitopbereiche umfassen. 

6 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 , 
dadurch gekannzeichnet, 

daS das erste markierte Antigen mindestens eine Metall- 
chelat-Markierungsgruppe trSgt. 

7. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekannzeichnet, 

daI5 das erste markierte Antigen mindestens eine Hapten- 
Markieruhgsgruppe tr&gt und dais man die Probe fiussigkei 
weiterhin mit einem Rezeptor fur das Hapten inkubiert, 
der eine signal erzeugende Gruppe trSgt. 

6. Verf ahren nach Anspruch 7, 
dadurch gakannxeichnat , 

dafi man das Hapten aus der Gruppe bestehend aus Steri- 
nen, Gallens&uren, Sexualhormonen, Corticoiden, Cardeno 
liden, Cardenolid-Glycosiden, Bufadienolen, Steroid- 
Sapogeninen und Steroidalkaloiden ausw&hlt und daS man 
als Rezeptor einen Antik6rper verwendet, der gegen das 
Hapten gerichtet ist. 

9 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das zweite f estphasenseitige Antigen biotinyliert 
ist und die Festphase mit Streptavidin oder Avidin 
beschichtet ist. 

10. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man ein Antigen verwendet, das einen nicht mit dem 
zu bestiramenden AntikSrper reagier nden Tr&ger umfafct, 
an den mehrere Epitopbereiche kovalent gekoppelt sind. 

11. Verf ahren nach Anspruch 10, 
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dadurch gekennzeichnet , 

daS man als Trftger ein Peptid, ein Polypeptid Oder einen 
synthetischen Trager verwendet . 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 

gakexmxeichaet, 
dafi man als Trager ein Polypeptide ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Albuminen, Immunglobulinen, Immun- 
globulin-Fragmenten und fi-Galactosidase , verwendet. 

13. Verfahren.. nach einem der Anspruche 10 bis 12, 
dadurch gakmnxeictoet, 

dafi roan ein Antigen der allgemeinen Forntel verwendet: 
(p.) nX (-L) in (la) Oder T(-P-I%) n < Ib > 

wobei T einen Tr&ger bedeutet, P Peptid- oder Polypeptid- 
sequenzen bedeutet, die gleiche oder verschiedene , 
immunologisch reaktive Epitopbereiche enthalten und 
kovalent an den TrSger gekoppelt sind, und L Markierungs- 
gruppen oder zur Bindung an eine Festphase fShige Grupper 
bedeutet, die kovalent an den TrSger bzw. an die Peptid- 
oder Polypeptidsequenzen gekoppelt sind, n eine Zahl vor 
groSer 1 bis 40 ist und m eine Zahl von 1 bis 10 ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet , 

daft P synthetische Peptidsequenzen mit einer LSnge von ( 
bis 50 Aminosauren bedeutet, die neben den Epitopbereichei 
noch gegebenenfalls immunologisch inaktive Spacerbereich* 
uraf assen. 

15. Verfahren nach Anspruche 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi P rekorabinant Polypeptidsequenzen mit einer L§nge bii 
zu 1000 Aminosauren bedeutet. 
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16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9 # 
dadurch gekennzeichn t f 

dafi man ein Antigen verwendet, das mehrere direkt oder 
uber Spacerbereiche miteinander kovalent gekoppelte 
Epitopbereiche umfafit. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein Antigen mit der allgemeinen Formel (II) ver- 
wendet : 

P'*{P*tP*CP*) t j a } r (id 

vrobei P 1 , P 2 , P 3 und P 4 Peptidsequenzen mit einer Lange von 
bis zu 50 Aminosauren bedeuten, wobei mindestens 2 
Peptidsequenzen gleiche oder verschiedene, immunologisch 
reaktive Epitopbereiche enthalten, r 1 oder 2 ist, s eine 
ganze Zahl von 0 bis 4 ist und t eine ganze Zahl von 0 bis 
8 ist, wobei das Antigen mindestens eine Verzweigungs- 
stelle und mindestens eine Markierungsgruppe oder eine zur 
Bindung an eine Festphase fShige Gruppe enthSlt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17 r 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Verzweigungsstellen durch trifunktionelle Amino- 
sauren gebildet sind. 

19- Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi die Verzweigungsstellen durch Lysin oder/und Ornithin 
gebildet sind. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi man als Antigen, das mehrere Epitopbereiche umfafit, 
ein rekombinantes Fusionspolypeptid verwendet , dessen 
Aminosauresequenz mehrere immunologisch reaktive Epitopbe- 
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reiche enthalt, .die uber immunoiogisch inaktive Spacerbe- 
reiche verknupft sein konnen. 

21. Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers in einer Probef lussigkeit , 

uraf assend 

eine reaktive Festphase, 

zwei gegen den zu bestimmenden Antikdrper gerichtet Anti- 
gene. wobei das erste Antigen eine Markierungsgruppe tragt 
und das zweite Antigen (a) an die Festphase gebunden ist 
Oder (b) in einer an die Festphase bindefahigen Form 
vorliegt, 

dadurch. g«k«mf«ietaMt, 

dafi mindestens eines der beiden Antigene mehrere Epitopbe- 
reiche umfafit, die mat dem zu bestimmenden Antikorper 
reagieren . 

22. Reagenz nach Anspruch 21, umf assend ein erstes markiertes 
Antigen mit mehreren Epitopbereichen, das mindestens eine 
Hapten -Markierungsgruppe tragt, und einen Rezeptor fur das 
Hapten, der eine signalerzeugende Gruppe enthalt. 

23. Reagenz nach Anspruch 21 oder 22, umf assend ein zweites 
festphasenseitiges Antigen mit mehreren Epitopbereichen, 
das mindestens eine Biotingruppe tragt, und eine mit 
Streptavidin oder Avidin beschichtete reaktive Festphase . 

24 . Verwendung von multimeren Antigenen, die mehrere immunolo- 
gisch reaktive Epitopbereiche umfassen, in einem immunolo- 
gischen Testverf ahren zur Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers . 

25 . Antigen der allgemeinen Formel 



(P-) n T(-L) B (la) oder T(-P-Lj„ db) 



WO 96/03652 



PCT/EP95/02919 



- 53 - 

wobei -T einen Trager bedeutet, P Pepcid- oder Polypeptid- 
sequenzen bedeutet, die gleiche oder verschiedene, 
immunologisch reaktive Epitopbereiche enthalten und 
kovalent an den Trager gekoppelt sind, und L Markierungs- 
gruppen oder 2ur Bindung an eine Festphase fahige Gruppen 
bedeutet, die kovalent an den Tr&ger bzw. an die Peptid- 
oder Polypeptidsequenzen gekoppelt sind, n eine Zahl von 
grofier 1 bis 40 ist und m eine Zahl von 1 bis 10 ist. 

26. Antigen der allgemeinen Formel 

P x {P a [P 3 (fi i *) t ].} t (ID 

wobei P 1 , P 2 , P 3 und P 4 Peptidsequenzen mit einer Lange von 
bis zu 50 Aminosauren bedeuten, wobei mindestens 2 
Peptidsequenzen gleiche oder verschiedene immunologisch 
reaktive Epitopbereiche enthalten, r 1 oder 2 ist, s eine 
ganze Zahl von 0 bis 4 ist und t eine ganze Zahl von 0 bis 
8 ist, wobei Antigen mindestens eine Verzweigungss telle 
und mindestens eine Markierungsgruppe oder eine zur 
Bindung an eine Festphase fahige Gruppe enthalt. 
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Figur 3 
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